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CAMABAS DE mOlTIPLES aONIGELES PAJRA ELECTROFORESK DE CAMPOS 

ALTEBNANTES TRANSVERSALES. 



MEMORIA DESCRIPnVA 

^ TtrULO DE LA INVENOON: CAMARAS DE MOLTTPLES MINIC5ELES PARA 
ELECTROFORESK DE CAMPOS ALTERNANTES TRANSVERSALES 

INDICE DE LA CLASIFICAa6N INTERNACIONAL DE PATENTES: GOIN 27/26 

CAMPO O RAMA DE LA TECNICA CON LA QUE SE RELACIONA LA INVENCI6N. 

La presmte invenci6n se relaciona con la ranrn de la Biologia Molecular, mfc espedficamente 
con los ni6todos de separaci6n de molecdas intactas de ADN en gel mediante electroforesis de 
carapos pulsantes y en particular provee ctoas para efectuar co-electroforesis de cainpos 
15 altemantes transversales en miiltiples mmigeles, tanto para pocas como para niunerosas muestras 
deADN(mfcde40). 

La mvenci6n tanibi6n encuentra aplicaciones en otras ramas de la cienda y la ttoiica como son: 
. La Microbiologla y Parasitologia: Permite la obtencion de cariotipos dectrofordticos de 
parSsitos protozoarios y bongos y el an^lisis del genoma de bacterias y Virus. 
20 • Gen6tica Humana: Perante el anaisis de rpgiones del genoma humane. 

. En la Biotecnologia: Permite la caracterizad6n de ceparios biotecnol6gicos, vegetales y la 
creatidn de levaduras y bacterias que portan cromosomas artifidales. 

NIVEL CONOCroO DE LA TECNICA. CARACTERISTICA DE LAS SOLUOONES 

25 tecnicasanAlogas. 

La Electroforesis de Campos Pulsantes (PFGE: 'Pulsed Field Gd Electrophoresis') data de 1984, 
cuando Schwartz y Cantor (Cell, VoL 37, pp. 67-75, 1984; Patente TJ.S. Nro. 4,473,452 de 
Septtembre 25 de 1984) observaron que las mol6culas intactas de ADN (fiddo 
desoxirribonuddco) de gran tamano se separaban en los gdes de agarosa mediante d empleo de 
30 pulsos dectricos que altemaban periodicamente su direcci6n de aplicad6a Como resultado de la 
separadon se obtenian patrones de bandas caracteristicos que fiieron nombrados cariotipos 
moleculares. Los autores tambien determinaron que la separadon de las mol6culas dependia 
esaicialmente de la duraddn de los pulsos dectricos. Con posterioridad, se conod6 que la 
geometria de las Ifaeas de faecm de los campos dectricos altemantes, la intaisidad de los 
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nrismos. la tetBperatura experimetital. la fuoza idnica de la soluddn tainp6n la coiicentraci6n dd 
gd de agarosa y d grosor de los bloques de agarosa donde se inmovilizan las inueslxas eran 
factores importantes que influlan m la resolud6n que podia ser alcanzada entre didias moleculas 
(Birren y Lai, Academic Press. New York, 1993, pp 107, 111, 129, 131, 135; Wpez-C^novas 
et al., J. of Chromatography A, vol. 806, pp 123-139, 1998; Upez-C^novas et al., J. of 
Chromatography A, vol. 806, pp 187-197, 1998). 

Se ban desarroUado varies sistonas para realizar PF(ffi, los que poseen ctoaras con 
ordenamientos de dectrodos diferentes. Entre alias se encuentran las ctoaras con ordenamiento 
de dectrodos OFAGE (dd Ingles, 'Orthogonal Fidd Alternating Gd Electrophoresis, Carle 
CJ. y Olson M.V. Nudeic Add Res. Vol. 12, pp. 5647-5664), CHEF ('Contour Clamped 
Homogeneous Electric Fidd', Chu G. Sdence Vol. 234, pp. 1582-1585, Didembre 16, 1986), 
TAPE ('Transversal Alternating Fidd Electrophoresis', Laas W.A., Patterson D. y Gardiner 
KJ., U,S. patente Nro. 4,740,283 de abril 26 de 1988), ¥1GE ('Fidd Aversion Gel 
Electrophoresis', Carle G.F. y Olson M.V, US patente Nro. 4,737,251) y los miniequipos 
MiniTAFE y MiniCHEF (Riverdn y cols.; Analytical Letters Vol. 28, pp. 1973-1991, 1995; 
Patente Europea Nro. 96500021.9-2204, 1995; US Patent Application 08/688,607, 1995; 
Patente cubana RPI Nro. 02/95, 1995). 

Estos sisteaias tienen en comto que en sus ctaas se coloca un gd que es atravesado 
sim^tricamarte por las Uneas de fiierza de los campos d6ctricos que se generan en los dectrodos 
que tiaien polaridad opuesta en d ordenamiento de dectrodos. En esc gd se depositan las 
rauestras que contienen las moldculas intactas de ADN que son separadas. En todas esas ctoaras 
tambi^n efdsten zonas por donde pasan llneas de fiierza dd carapo d^ctrico que no atraviesan d 
gd y por tanto no actfian sobre las mol6culas. La zona de la ctoiara que contiene d gd y por la 
cual pasan las Uneas de fuerza dd campo d6ctrico que achian directamente sobre las moWculas 
se denominard aqui zona Ml de dectroforesis (ZVE), mientras que las zonas de la ctoara por 
donde pasan lineas de fuerza dd caxnpo d^ctrico que no actfian sobre las mol6culas la 
denominaremos zonas no Miles de dectroforesis (ZNU). Todas las cSmaras eidstentes para 
realizar PFGE poseai una regi6nZKE y r^ones ZNU. 

Los sistemas que se han desarroUado para reaUzar PFGE se diferendan entre si por la 
complejidad de la electr6nica para energizar los dectrodos y cambiar la orientaci6n dd campo 
ddctrico. Tambi^n se diferendan por su capaddad, o incapacidad, de brindar tr^ectorias rectas 
de migrad6n en los patrones de bandas. La posibilidad de obtener trayectorias rectas de 
migraci6n es esendal cuando se desean comparar los patrones que brindan numerosas muestras. 
mientras que la sencUlez en la dectr6nica facUita y abarata la producd6n de los sistemas. 
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Bcisten dos sistemas que brindan tr^ectorias rectas de migraci6n de las m)16culas y ademSs 
poseen una dectr6nica saidUa para energizar los dectrodos y altemar los campos d6ctricos. 
Uno de dlos peraite realizar la dectroforesis en gdes verticales. en9)leando campos altemantes 
transversales (TAFE) y d otro pennite realizar la dectroforesis en gdes submarinos que se 
colocan horizontalmente en camaras convendonales de dos dectrodos donde se revierte 
pari6dicamaite la orimtad6n dd campo el6ctrico (FIGE). 

Aunque la ctoara y la dectrdnica dd sistema FIGE son sendUas y eidsteti ctoaras que 
perniitai analizar simult^eamente numerosas muestras (hasta 96 niuestras, empleando dos 
panes de 48 dientes en la Cubeta OnePhorAU Submarine Gel System dc la Jordan 
Scientific, Cataogo BDH, 1997, Secd6n E pp. 4-371), en las ctoiaras FIGE se observan 

. fmdmenos de inversi6n de la movilidad de las mol^ulas (Carle G.F., Frank M. y Olson M.V. 
Science, VoL 232, pp. 65-68, 1986). Debido a la alisencia de teoria que prediga cuiles mol^culas 
de ADN invertirin su movilidad bajo detemrinadas condidones experimentales en d FIGE, 
did>a inversi6n limita la utilizaci6n de didias ctoiaras para analizar d tamafto de las mol6culas 
de ADN que son separadas y comparar sus patrones de bandas. For gemplo, ese fen6meno 
puede provocar que dos mol6culas de ADN de tamanos diferentes migren la misma distanda en 
d gd, lo que impide identificarlas, salvo que se recurra a procedimientos de hibridad6n con 
sondas. Hasta d momento, las dos tocas formas de estimar d tamafio de grandes mol6culas 
espedficas de ADN separadas ai experimentos de PFGE son: 1) comparar la distanda que migra 
la mol6cula en estudio con las distandas ndgradas por los marcadores de tallas y 2) emplear 
ecuadones que describan las distandas nigradas por las mol6culas bajo condidones diferentes 
de dectroforesis y posteriormente reemplazar adecuadamente en dlas las distandas nigradas y 
las variables experimentales. Bi d FIGE los marcadores de talla tambien puedoi sufrir 
fen6menos de inversi6n de la movilidad y como se mendon6 no existe teoria capaz de prededr 
d momento y las condidones en que una molecula invertira su moviUdad. Estas son limitaciones 
serias para en^lear damias FIGE en estudios comparativos de numerosas muestras. como 
ocurre, por qemplo, en la epidemiologia molecular. 

EI sistema TAFE fue propuesto por Gardiner, Laas y Paterson (Somatic CcB Molec Genet- 
Vol. 12, pp 185-195, 1986). Denominaron inicialmente ese sistema como 'Vertical Pulsed Fidd 
Electrophoresis' (VPFE) y desarroUaron un aparato que fue protegido por la patmte U.S. Nro. 
4,740,283 de abril 26 de 1988. Ese sistema de separacion de mol^culas de ADN emplea un gd 
(10 cm de longitud x 7.6 cm de ancho x 0.64 cm de espesor) que se dispone verticalmente en d 
centro dd ordenamiento de dectrodos. Los cuatro dectrodos se colocan paraldamente con las 
caras de dicho gd y a todo lo andio dd nrismo, pero cada miembro de un par de dectrodos 
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opuestos se coloca frente a una de las caras dd geL En esa versi6n y en todos los sistemas TAFE 
existaites, los dttodos quedaron ubicados en la parte superior de la ctoara, a ainbos lados de las 
caras del gd, nimtras que los toodos se colocaron en la parte inferior de la cimara en pianos 
mas algados'del gel. Esa disposiddn de dectrodos provoca que las Uneas de fiierza dd campo 
el6ctrico atraviesai transversalmente d gd y que se genere a lo largo dd nrisnio gradientes de 
intaisidad de canipo el6ctrico y dd angulo que forman didias lineas de fiieiza, por lo que las 
mol^culas son forzadas a migrar durante cada pulso a trav6s dd grosor dd gd. La migraci6n 
resultante ocurre en direcci6n vertical, en d sentido de la fuenza de gravedad. A pesar de la 
ecistoida de esos gradientes, todos los puntos que se ubican a lo andio dd gd y a una altura 
dada con rdad6n al piano que contiaie ambos cdtodos o ambos ^odos est^ a un nrismo valor 
de potendd d^ctrico. Por esa razdn las molteulas de igual tamano recorren distandas similares 
durante la dectroforesis y nrigran hasta la misma altura en d gd, siguiendo tr^ectorias rectas. 
con independenda dd podllo en d cual fiieron depositadas. Como se mendon6, esta es una de 
las ventjgas que ofrece este sistema para coraparar las mgraciones de las molteulas de ADN que 
estfin contenidas en diferoites rauestras. 

Basados en eos prindpios, la Bedanan Instruments. Inc. (Beckman, The Geneline System 
Instruction Manual, ed. Spinco Division of Beckman Instruments Inc. Palo Alto, 
CaBfoniia, 1988) construy6 d equipo denominado Gendine I. o Transverse Alternating Field 
Eledrophoresis System' conoddo como TAFE. Este sistema emplea un gd de 11 cm de longitud 
X 7.2 cm de andio x 0.6 cm de espeor. En d Gendine I los cdtodos se ubican en la parte 
superior de la cSmara y su gd admite hasta 20 muestras. Con posterioridad, la Beckman 
Instruments, Inc desarroll6 d equipo Gendine U (Beckman Catalogue 1992-1993. The 
Bedanan Plus Sdence Support Solutions. BuUetin No 9200. Geneline H System. Pag. 35-36) 
en d cual d gd se agrando hasta 14.2 cm de largo x 15 de andio x 0.3 cm de grosor. La 
caracteristica esendal de este equipo es que puede admitir 40 muestras. 

Con posterioridad se pubUcaron los equipos mimTAFE (River6n y coL; Analytical Letters VoL 
28, pp. 1973-1991, 1995; Patente Europea Nro. 96500021.9-2204, 1995; US Patent 
Application 08/688,607, 1995; Patente cubana RPI Nro. 02/95, 1995) donde se realiza 
dectroforesis de campos altemantes transversales a 8 muestras depositadas en un minigd. Estos 
rainiequipos superaron algunas defidendas de los sistemas anteriormente mencionados, como se 
explicari m^ addanta No se han propuesto minictaiaras FIGE para realizar PFGE. 



T o rAalfaadAn de PFGE Ins eouipos TAlTIi'. y miniTAFE. 

Para resohrer las inol6culas de ADN de gran tainafio oi un patr6n de bandas se requiere mucho 
tiempo en los equipos TAPE, GeneUne I y Gendine U. Por qemplo. d Gendine I requiere 24 
horas para brindar im patr6n de 11 bandas de los cromosomas de la levadura Saccharowces 
5 cermsiae (mol^culas menores de 1.6 Mb. 1 Mb = lO'' pares de bases). Este nrismo equipo puede 
necesitar hasta 90 horas para separar en 17 bandas las mol6culas de ADN dd genoma annbiano 
(Orx)zco E et al., Molec. Biochem. Parasitol. Vol. 59, pp. 29-40, 1993). Por otro lado, las 
ctoaras TAPE requierai gran cantidad de la soluddn tan?)6n para cubrir sus dectrodos (por 
gemplo. 3500 ml en la Geneline U) y durante la electroforesis la corriente es devada y d calor 
10 que se genera puede ser grande. Si en los equipos TAPE se incrementa la diferenda de potential 
apUcada entre los dectrodos de polaridad opuesta se puede alcanzar d Umite de corriente de la 
fiiente de poder. Por eso, los fabricantes recomiendan que d valor ntoio de campo dtetrico 
aplicable sea de 10 V/cm (para fiientes cuyo Ifaiite de corriente es 0.4 Amp). Esto iinpide que se 
reduzca la duration de las dectroforesis mediante inaementos en la intensidad dd campo 
15 dtetrico. Se ha planteado que d uso de voltajes devados o altas temperaturas ensandian y hacen 
difusas las bandas dd patr6n dectroforetico. lo que puede provocar ausenda de resoluci6n entre 
las bandas. La ventaja dd Gendine H es que pemiite analizar simult^eamente 40 muestras, lo 
que fadlita d an^isis coniparativo de los patrones dectrofordticos que brindan numerosas 
muestras. 

20 Los equipos MiniTAFE separan los cromosomas de S. ceremiae a carapos d6ctricos intensos 
(22 V/cm), brindando en los nrinigdes una r«solud6n adecuada entre las bandas dd patr6n 
dectroforetico (River6n et al.. Analytical Letters, VoL 28, pp. 1973-1991, 1995). Ademas. 
mediante su empleo puedai resolverse en 5 hoias los aomosomas de la levadura S. cerevisiae a 
8 volt/cm y 20 »C. Se consideran MiniTAFE los equipos que poseen menos de 15 cm de 

25 separad6n entre los dectrodos de polaridad opuesta. Esa separad6n permite la construction de 
ctoas pequdias y d empleo de poco volumen de la soluci6n tamp6n para cubrir los dectrodos 
(350 ml). Cuando en los MiniTAFE se apUca un voltaje dado, es detir un tierto valor de 
intensidad de campo dectrico 'E', se genera menos calor que d que se generaria en los equipos 
TAPE donde se aplicara ese valor de 'E'. Las muestras depositadas en los minigdes de los 

30 miniequipos emplean poco material bioldgico y eUas se induyen en bloques de agarosa de 0.1 a 
0.05 cm de grosor, lo cual ademas brinda bandas m^ finas y reduce d tiempo que requiere la 
dectroforesis para brindar un patr6n dado de bandas (Lfipez-C^novas et al.,- J 
Chromatography A, 806, pp. 187-197, 1998). El tamano de los minigdes depende de la 
separari6n entre los dectrodos de polaridad opuesta. En los minigdes pueden aplicarse tantas 



6 



nmesttas como sea posible depositar a lo andio del nrismo. por gerapio para un gd de 4.0 x 4.0 
X 0.5 cm (ancho x alto x espesor) se pueden aplicar hasta 10 muestras de 2.5 mm de andio. 
s^aradas 1 mm 

T«...firiftncias de los eouioos TA ^ (npnrfine L Gfllftline TD Y MiniTAFE. 

A pesar de las ventajas expuestas, los equipos mendonados poseen insufidendas que Imitan sus 
apUcadones en el an^isis de numerosas muestras. En particular, cuando entre un experimento y 
otro varia considerablemente la cantidad de muestras que se desean comparar o estudiar. Parte de 
esas insufidendas se rdadonan con la forma y la distribud6n de las dimensiones de la ctoa y 
con la existaida de una regi6n ZUE unica. Las insufidendas fimdamentales de esos sistemas 
pueden desglosarse de la siguiente forma: 
. Las ctoaras sien^re emplean la misma cantidad de reactivos. independientemente de la 

cantidad de muestras que ser^n estudiadas. 
. No se ban optimizado las c^maras. Las rdadones mtre las dimensiones de las c^as (alto, 
andio y profundidad) no se distribuyeron para garantizar que la corriehte en la camara no 
sobrepase Sdlmente los Umites de salida de las fiientes de poder de PFGE y adem^ las 
mDl6culas se sq?aren r^idamente a can?)os d6ctricos devados. 
. Para que pueda incrementarse d ntoero de zonas ZUE dd)ea realizarse modificadones 
constructivas inportantes en las ctaiaras existaites. las que pueden afectar d buen 
fundonamiento de los sistemas. Esto Mw/e en la optiraizacidn dd uso de reactivos. 

Descripd^n detallada He las insu fidendas. 

Como se mendon6, las ctoaras TAFE (Gmdine I. Gendine H) y MiniTAFE poseen una 
plataforma de dectrodos en la que se coloca un gd (o dos gdes en d Gendine D) cuya andiura 
es igual al ancho de la ctoma y su altura depende de la separad6n mtre los dedrodos de 
pdaridad opuesta (es dear, poseen una regi6n ZUE)- En d Cos) gd(es). pueden depositarse 
tantas muestras como permita su ancho, d ancho de didias muestras y la separad6n entre dlas. 
Los equipos con una r^on ZUE emplean un vdumen constante de la soluci6n tamp6n para 
cubrir sus dectrodos. 

Si la cantidad de muestras que se deseara analizar simult^eamente sobrepasara la capaddad 
maxima de an^sis de las ZUE de cualquiera de las camaras mendonadas (por ejemplo, mas de 
8 en d MiniTAFE, m^ de 20 en Gendine I y m^ de 40 muestras para d Gendine H) seria 
necesario hacer varias dedroforesis, por lo que los patrones de bandas no serian totalmente 
comparables. Por qemplo, si se desea caraderizar d genoma de 100 aislados de un 
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nncroorganisino deterarinado. ya sea que provengan de un cepario de la industria biotecnol6gica, 
de aislados de personas, animales. o v^etales infectados; entonces. esas tres ctoaras presaitan 
insuficiendas m su capaddad de analizar simultfineamente mfis de 8, 20 6 40 muestras, 
respectivamaite^ o son insufidentes las posibilidades que brindan para ampUar so capaddad de 
5 anaisis. Por eso, cuando es necesario realizar codectroforeds de numerosas inuestras para 
comparar los patrones de bandas que brindan las mol&ulas de ADN de didias muestras. la 
capaddad de an^isis dd TAPE (Getidine I, Gendine 11) y MiniTAFE puede ser 

sobrepasada. 

Una soluddn conodda, que aumentaria dos veces la capaddad de anSlisis de muestras de las 
10 dimaras mendonadas, es la implementada en la cubeta nCE OnePhorAB. Esta consistiria en 
colocar dos pdnes en d gd de la ZUE. Uno de dlos al inicio dd .gd y d otro a mediados dd 
nrismo. Sin embargo, en d sistema TAPE, las muestras colocadas ai los pocillos que formarian 
ambos pdnes no estarian sometidas al mismo campo dictrico ni ingulo de reorientad6n, por lo 
que, las mol6culas de tallas similares migrarian distandas difwentes en d gd y los patrones de 
15 bandas no sedan conq)arables. 

Otra soludon posible seria construir camaras m& and»as con d gd y zonas ZUE mas anchas. 
Esa solud6n foe implementada en d CSendine n y supuestamente deberia permitir analizar 
multiples inuestras (en nuestro caso miis de 40). Por eso, d Geneline E fue disdiado con una 
cubeta poco pro&nda y andia, pero alta y fiie necesario colocar did6ctricos entre los eledrodos 
20 y d gd para se obtuviera d gradiente de feigulo dd sistema TAPE Esos did6ctricos retardaron 
considerablemente las corridas. Adem&, la corriente d&trica en la cfimara depende 
diredamente del Area de secd6n transversal que eUa ofrece al flujo de iones. por eso, en esas 
cubdas muy altas y andias drcula una corriente devada, que supera las dd Gendine I y VPFE 
inidal, por lo que apUcando voltajes bajos se alcanza antes d Umile de corriaite (Imax), o de 
25 potenda (Pmax) de la fiiente de poder. Por ejemplo, Macrodrive I, LKB: Imax= 0.4 Amp, 
Vmax= 500 volts, Pmax=200 Watts; PowerPack 3000 de la Biorad, Cat. 1998-1999: Imax = 
0.4 Amp, Vmax = 3000 volts, Pmax = 400 Watts; Consort E802, Cat. BDH 1997: Imax = 2 
Amp, Vmax = 300 volts, Pmax = 300 Watts (Vmax, Imax y Pmax: Ifanites de voltaje, 
corriente y potenda, respectivamente). Entonces, en ese tipo de ctoiaras no es posible 
30 incremental la intensidad dd campo d^ctrico para reducir d tiempo de dectroforesis. Los 
campos d6ctricos poco intensos alargan innecesariamente la durad6n de los experimentos de 
PFGE, lo que reduce d espectro de aplicadones de esas camaras en ramas de la cienda y la 
t^cnica que requieren la consecudon r^ida de resultados. Ademas. dlas emplean mucho mis 
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volumen de reactivos que las eristaites. De hedio. la Beckman Instnimeats ha descontinuado d 
sistemaGeneiinell. 

Pudieran discfiarse c&naras MiniTAFE andias (mfixinio campo d^ctrico aplicable de 25 
V/cm para alrededor de 6 cm de audio), pues dlas no son profimdas ni altas (maxima separad6n 

5 entre los dectrodos de polaridad opuesta de 15 cnO- Por eso. su area de secd6n transversal 
puede aumentar hasta que brinde un valor de corriente d^ctrica 0) que al aplicar un valor 
adecuado de E (por qetnplo 8-10 V/cm) a6n no exceda los valores m&dmos de salida de las 
fuentes de poder edstentes. Esas camaras emplearian ademfa menos volumen de la soluddn 
tarap6n que las ctoas TAFE, Geneline I y Gendine H actuales. En dlas, se obtendrlan en 

10 tiempo rdativamente breve los patrones de bandas. No obstante, una r^on ZC/E muy andia 
emplearia un minigd muy andio, d que presentaria dificultades para set fundido y manipulado. 
Por otro lado. pudieran enplearse varios minigdes, pero seg6n la formula I , esa cdmara no 
swia efidaite cuando se fueran a analizar pocas muestras. 

Por otro lado, cuando es necesario analizar pocas muestras, por gerapio 8, se desperdida mucha 
15 capaddad de analisis en los gdes de los equipos TAFE, Gendine I y Goidine n, pues dlas 
poseen una region ZUE 6nica y soportan 20 6 40 muestras, respectivamente. Los reactivos 
empleados en los experimentos de PFGE son caros. Los equipos aprovecharian efidentemente 
sus capaddades de separad6n de mol^culas de ADN si d volumen de reactivos que cada vez 
emplearan tes cSmaras dependiera de la cantidad de muestras que se fiiese a analizar en ese 
20 experimaito. Eso es imposible en las c^as de un solo ZUE pues emplean un volumen 
constante de reactivos. Puede definirse d volumen de reactivos en exceso (ER %) que emplean 
las cubetas de un ZUE como 

ER (%) = 100.0 *(Nt - N) / Nt CO 

25 donde: 

Nt: Cantidad m&dma de muestras que pueden aplicarse en un minigd. 

N: Cantidad de muestras realmente aplicadas en un experimento 

(Nt-N): Cantidad de muestras que no seaplicarwiaidgd 

30 La Tabla 1 muestra los valores de ER en los sistemas Gendine n y MiniTAFE. A medida que se 
emplean menos muestras ER aece en ambas camaras, lo que pone en evidencia que dlas 
emplean readivos en exceso cuando se apUcan pocas muestras. Aunque d MiniTAFE (dates en 
la columna 2, Tabla 1) emplea menos volumen de readivos que d TAFE, ese vdumen tampoco 
varia con la cantidad de muestras analizadas. Por tanto. d volumen de reactivos que emplean las 



donaras TAPE CSoidine I. Gendine n y MiniTAFE es constante e independiente de la cantidad 
de imestras que se va a anaUzar. lo que impide etnplearlos 6ptiniainenta 

Tabla 1. Exceso de reactivos (ER %) empleados en d Gendine H (GL-ID y MiiriTAFE. 



N (Nro. Muestras 


1 Arxi OJL»-JLl 

Be =3500 


MiniTAFE 

lYXUlX JL AM An/ 

Be =325 


Aplicadas) 


ER(%) 


ER(%) 


1 




87 5 


2 




75 0 


3 




62 5 


4 


on n 


50.0 


5 




37.5 


6 


O J.J 


25.0 


7 




12 5 


8 


oU.U 


0.0 


9 


'7'? ^ 




10 


75.0 




11 


72.5 




12 


70.0 




13 


67.5 




14 


65.0 




27 


32.5 




40 


0.0 





~: Sigoifica que d gd no tiene esos pocillos. 

ER: Es d porciento de exceso de reactivos que se en^lea 

GL-II: Gendine n. 

Be: Volumen total en mi de soluddn tanip6n en la cubeta. 
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Ademis, la solucidn tamp6n se agota durante la dectroforesis. Por eso, para disefiar 
6ptimamaite la forma y dimensiones de las ctoaras es necesario conocer d tiempo que demora 
didia solud6n en agotaise. 

Por otro lado. las ctaiaras que separan molteulas de ADN erapleando d sistema TAPE usan un 
15 gd que se coloca verticalmente y sus e^os se ubican en su parte superior. Por eso, la direcci6n 
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resultante de la rmgrad6n es paralda a la del vector de la fuerza de gravedad. Para evitar 
acddetrtes cm los dedrodos al colocar d gel, d Gendine I posee dos platafonnas desnwntables 
de dectrodos y d gd se coloca en la ctoara antes de ubicar didias plataformas. Para 
iinplemeatar esa solucidn es necesario ubicar correctamente los dectrodos e» las plataformas y 
posicionar correctamente d gd con respecto a las plataformas. Sin embargo, este 'doble 
posicionamento% de los dectrodos en las plata&nnas y de fetas con rdadon al gd, puede vanar 
la disposici6n rdativa entre d gd y los dectrodos. Asi. este aspecto dd,e ser mgorado en las 
camaras. 

Como se mendon6, en las cdmaras ecistentes zonas per donde pasan las lineas de fuerza dd 
campo d6ctrico que no actiian directamaite sobre las raol6culas depositadas en d gd (ZNU). 
Esas regiones no juegan un papd esendal en la separaci6n de las mol6culas de ADN. 

ESENCIA DE LA INVENCI6N 

La presente invenddn brinda un conjunto de ctoiaras para realizar electroforesis de campos 
altemantes transversals (Sistema TAFE). Las cSmaras presmtadas poseen una capacidad 
devada de anSlisis de muestras y tanibi^n pueden analizar pocas muestras sin perder su 
optimizacibn ni la rapidez de an^isis. En dlas se contempla que d gasto de reactivos dependa de 
la cantidad 'N' de muestras que se desea analizar en cada experimento, que d usuario pueda 
variar la cantidad de regiones ZTJE que anpleari en cada experimento y que d tiempo de 
dectrofor«is sea pequdlo. De las cSmaras se ban diminado las zonas ZNU, o las mismas 
pueden ser diminadas segto la voluntad dd usuario. Las soluciones propuestas descansan sobre 
las siguientes bases: 

l-Para construir ctoaras TAFE andias que resudvan en tiempo breve a las mol6culas de ADN 
(por ejemplo. en 10 -12 boras los cromosomas de S. cerevisiae a 8.33 V/cm y 15 X) contenidas 
en numerosas muestras (mas de 40) dd)e estimarse d ancho m&umo CL') que puede tener di dia 
c^mara Este puede ser calculado 'a priori' a partir de ecuadones que describan la corriaite en la 
ctoara Para obtener las ecuadones, primero se ajusta la fimcidn que describe a la conductancia 
espedfica 'p' (mho-cm"^) dd tampon TBE 0.5 X (1 X TBE: Tris 89 m^4/L. Addo B6rico 89 
mM/L y EDTA 2 mM/L, pH 8) en fund6n de la concentracidn molar del Tris ([Tris]) y de la 
tenq)eratura experimental 'T' CQ- 

p = 5.190*10 * [Trisr " * e»««"*^ (H) 
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Se considera que la corriaite inidal CIo'. m Amp) en la ctoam depmde de la resistaida del 
dectroUto, la que est& dada por la rdaddn artre la constairte de la vasija ('CV, en cm'^ ) y p. 'p' 
es la conductancia especifica y la constante de la vasija depende de 'A', o irea {en?) de secci6n 
transversal que ofrece la ctoara al paso de la corriort^ y de que es la separaddn entre los 
5 dectrodos de polaridad opuesta 

Ya que las cteas no poseen forrnas geom6tricas petfectas es necesario detemiinar las 
constantes de las vasijas (Cv = 1/A) para anchos y fonnas diferentes. Para detenninarias se ide6 
d siguiente procedimiento: 

-Se detemiina la constante de la celda de un conductimetro Cv(cond). 
10 -Se Uena la ctoa de electroforesis con una soluci6n de cualquier electrolito conoddo que se 
mantiene a una temperatuia. fija. 

-Se nude la conductividad de didio dectroUto empleando la celda calibrada dd conductimetro 
G(con^. 

-Se nride la coadudividad dd dedrolito. conectando los dedrodos de la camara de 
15 dedroforesis a los conedores de medid6n dd condudimfitro G(cimara). 
-Es fddl dedudr que Cv(cto»ara) se obtiene: 

Cv(c4mara) = [G(cond)*Cv(coiid)l/G(c4mara) (m) 
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En caniaras TAPE de andios ('Li') diferentes se determina Cv(ctoara)i. Entonces puede 
obtenerse la fund6n que rdaciona Cv con L: 

Cv(cdmara)i =f(Li) 

25 Entonces, m las c^as de anchos L, las resistencias ('Re al paso de la corriente que brindan 
dedrolitos de conductividad pj estdn dadas por: 

Ret = Cv(caiiiara)i / pj ^ 

30 Desde los estudios inidales de condudividad se conoce que al aplicar voltaje con una fuaite de 
poder de corriente direda, la corriente que puede medirse en un dedrolito no depende solamente 
de 'Re'. En reaUdad, ocurre polarizaddn dd dedrolito, lo cual reduce d valor dd campo 
d^drico y de la corriente que drcula. Por eso. para poder diseiiar ctoaras TAPE de andios 
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variables « necesario disponer de las fundones que describen la ateauad6n del campo el6ctrico 
que provoca la polarizad6n dd decirolitD. 

La atenuadon dd cainpo dictrico en c&naias de dectroforesis que tengan andios y formas 
geom^tricas difermtes puede ser estimada si se conoce Re (ecuadones H. IV y V) y se considera 
que la resisteticia total (R) que se nnde en la soluci6n tanip6n depositada en la cSmara puede 
moddarse como dos resistendas colocadas ai saie, Re y Rp 
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R = Re+Rp, 



(VD. 



donde Rp juega d papd de resistenda adidonal indudda por la polarizad6n dd dectroUto. 
Bitoices, de acuardo con la ley de Ohm 



Vdc = Idc*R 



(vn) 



donde d voltaje que se apUca con la fiiente de corrioite directa es Vdc Y la corriente directa que 
se nride Idc". Si se aplican valoi« credentes de Vdc y se determina foe pueden calcularse los 
valores de Rt y estitnar Rp a partir dd conodmiaito de Re (ec. V) en esa canwa De esa manera 
se puede obtener la fund6n que rdadone Rp con Re y con Vdc 

Rp = f<Re,VDc) (VIID 



Mediante d empleo de las ecuadones anteriores pueden ser predidias las corrientes inidales Oo) 
que se obtmdrian para voltajes Vdc en cteas de diferentes anchos que contienen tampones de 
conductividades diferentes y en las que la temperatura de dectroforesis se mantiene constanta 

25 Por tanto, para fuentes de dectroforesis cuyas salidas de corriente, voltaje y potenda son 
conoddas, puede estimarse d andio maximo que puede tener cada c&nara que se emplee con 
cada fuente edstente Ese andio es aqud que brinda valores de lo y de potenda (P) que no 
sobrepasen los valores maximos de salida de la fuente El voltaje que brinda ese lo o esa P es d 
voltaje nitoo que puede apUcarse en dicha cimara Por tanto, d prindpio esencial para diseftar 

30 camaras TAPE anchas y 6ptimas es que dd)en construirse aquellas que, s^ los lo predidios 
por las ecuadones H - VIU, admiten campos dectricos de al menos 8 V/cm 
Para disdiar ctaas TAPE anchas, adem^ de poder predecir Iq, hay que considerar d 
agotaraiento dd buffer, o sea que la dectroforesis dure d tiempo necesario para separar las 
mol^culas. Por eso, hay que disponer de ecuadones que predigan d tiempo que demorar4 la 
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soluci6n tampdn en agptarse. El tiempo de agotandmto dd tainp6n debe depaider al menos de 
«E*. La ecuaci6n para describir a la oonstante de agotaimento de la soluci6n tamp6n ('k', ea 
Ohm t-^) puede ser obtenida partiendo dd supuesto que cuando se aplica un voltqe 'Vdc (en 
volts) la corriente bet (en Amp) en cualquier momento de la dectraforesis esti dada por Wt) 
5 =VDc/R(t), donde, 

R(t) = R + kt W 
k=f(E) ^ 

10 

y R se calcula segto la ecuadon VI. Asi. mediante d empleo de esas ecaiadones puede 
prededrse lo y como varia la corriente durante la dectroforesis, por lo que puede conocerse d 
momento de recambio de la soludon tampon en cada experimento. Las ecuaciones pueden 
obtenerse empfricammte, colocando la solud6n tampon en la camara, regulando la temp^atura, 
15 apBcando d voltaje y monitoreando la corriente ('It') durante d tiempo ('f ). Con posterioridad 
se emplean m^todos de regresi6n para d ajuste de las variables. 

De acuerdo con las ecuadones anteriores mientras m^or sea la altura que tenga la solucion 
tan?)6n en la ctoara, mayor seri d Srea de secd6n transversal y por ende la corriente Entonces 
mientras menores sean los valores de altura pueden apUcarse valores m^ores de 'E', de tal 

20 forma que lo' no exceda un derto valor umbral de la m&dma saUda de corriente de la fuente de 
poder de ECP. Por tanto. para construir cSmaras donde 'L' Oa dimensi6n paralda a los 
dectrodos) sea grande es necesario que la altura de la soludon tamp6n ('h') y la separadon entre 
los dectrodos de polaridad opuesta ('1') sea pequefta, garantizando que para los valores de 'E' 
que separan rdpidamente los cromosomas. la corriente inidal no ecceda d umbral convenido de 

25 salida maxima de las fiientes convendonales de ECP. Ya que 'E' provee la fiierza motriz de la 
dectroforesis y la potencia (V*D aumenta propordonalraente con d decredmiaito de 'V y 
cuadraticamente con 'V, los equipos cuya sq>arad6n entre dectrodos de polaridad opuesta es 
pequeaa garantizan ademas la resolucion rdpida de cromosomas. Por tanto, las camaras dd>en ser 
dd tipo MiniTAFE. 

30 Aunque las ctoiaras sean anchas y posean separadon pequena oitre dectrodos opuestos. s61o 
serin 6ptimas aqudlas capaces de soportar simultaneamente varios minigdes, los que puedan 
accluirse (o no) de los experimentos junto con d volumen correspondiente de tamp6n. La 
subdivisi6n dd minigd andio en varios minigdes m^ estredios se logra efidmtemente si la 
cimara se divide en varias r^ones ZUE. Cuando en esos minigdes se depositan todas las 
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muestras que dlos adimten. entonces esas cSmaras trabajar&i a su mSxima capaddad y podrto 
analizar simuH^neamente numerosas muestras. Sin embargo, se desperdidarla capaddad de 
anaisis y reactivos si s61o se analizaran pocas muestras. Para evitarlo. es necesario que s61o se 
activaran las ZUE que se requieran y se exduyan del ecperimeato las no empleadas. De esa 
5 forma, d volumen de reactivos que se emplee dependerd cada ver de la cantidad de muestras que 
se desea analizar y por tanto de la cantidad de regiones ZUE que se activea Esto se evidenda si 
retomamos la formula I y definimos. 



Be 



Bnt 
15 Nt 



Volumen de reactivos en ml (de la soluddn tamp6n o agarosa) que 
requiere la camara completa 
B2UK Volumen de reactivos en ml que se requiere por cada ZUE donde 

pueden separarse un maximo de 'NM' muestras. 
Cantidad de reactivos en ml empleados cuando se activa una cantidad 
dada deZUE (Nzue). Bnt =Nzue *Bzue 

Cantidad m&cima de muestras que puede aplicarse en las ZUE 
activadas Nt =NM * Nzue. 
(Nt _ N): Cantidad de muestras que no se apUcaron en d experimento. 

(Bnt/Nt): Volumen de reactivos anpleados por cada rauestra 

(Nt-N)*(Bntmt): Volumen de reactivos en exceso cuando se apUcan 'N' muestras y es 
20 posibleaplicar'Nt' muestras. 

Si d volumen de reactivos en ecceso se rdaciona con d volume de reactivos que requiere la 
cimara completa ('Be') y nonibramos 'ER' al resultado, se obtiene: 

25 ER (%) = 100.0 *Bnt *(Nt - N) / (Nt*Bc) (XII) 

Si aplicamos la rdacion XO a una camara de cuatro ZUE, donde cada una requiere 325 ml de la 
solucion tamp6n y admite un minigd que porta 13 muestras. obtmdremos para 'ER' los valores 
mostrados en la Tabla 2. En «e ejemplo, d comportamiento de 'ER' va desde un valor m^ 
30 de 23.1 cuando 'N' es 1. 14, 27 y 40 muestras hasta un minimo cuando 'N' es 13, 26. 39 6 52 
muestras (Tabla 2). Observe que se propone que cuando solo se emplee una ZUE, las tres 
restantes se inactivm y ocluyan, por lo que. Bnt = 325 ml y Nt =13. Asi dd>eri ser si solo se 
emplearan la primera y segunda miniplataformas; entonces Bnt = 650 ml y Nt = 26. Se procede 
de igual manera con las restantes miniplataformas. En las camaras de una sola ZUE, como d 
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Gendine n. Nt = 40, Be = Bnt = 3500 tnl. nnartras (pie m d MiiuTAra 
ni. Por eso. Be = Bnt y BR = (Nt - N)/Nt (Tabia 1). Por tanto, las cimaras debm estar 
subdivididas ea varias i^ones ZUk subdividiendo o no la plataforma de dectrodos. pero sin 
perder la capacidad de efectuar codectroforesis de la cantidad de muestras que se dese^ m 
5 gastar reactivos excesivamente, ni emplear mis de una fuente de poder. 

Tabla 2. Volumen de reactivos en exceso ('ER') en una etoa de cuatro ZUE que adnite 



10 



Be =1300 ml 




ZUEl 


ZtlE2 


ZUE 3 


ZUE4 


Nt=13Bnt = 325 


Nt = 26,Bnt = 650 


Nt = 39,Bnt=975 


Nt = 52,Bnt=1300 


TSJ = 1 
IN — 1 




N=14..26 


N = 27..39 


N = 4 


0..52 


N 


ER(%) 


N 


ER(%) 


N 


ER(%) 


N 


ER(%) 


1 


23.1 


14 


23.1 


27 


23.1 


40 


23.2 


2 


21.2 


15 


21.2 


28 


21.2 


41 


21.2 


3 


19.2 


16 


19.2 


29 


19.2 


42 


19.2 


4 


17.3 


17 


17.3 


30 


17.2 


43 


17.3 


5 


15.4 


18 


15.4 


31 


15.4 


44 


15.4 


6 


13.5 


19 


13.5 


32 


13.5 


45 


13.5 


7 


11.5 


20 


11.5 


33 


11.5 


46 


11.5 


8 


9.6 


21 


9.6 


34 


9.6 


47 


9.6 


9 


1.1 


22 


7.7 


35 


7.7 


48 


7.7 


10 


5.8 


23 


5.8 


36 


5.8 


49 


5.8 


11 


3.8 


24 


3.8 


37 


3.8 


50 


3.8 


12 


1.9 


25 


1.9 


38 


1.9 


51 


1.9 


13 


0.0 


26 


0.0 


39 


0.0 


52 


0.0 



En estas cubetas d volumai de reactivos ('Bnt' ea ni) que se emplea durante cada electroforesis 
depende de la eantidad m&cima de muestras que se v^a a analizar (W) en cada experimoito. 
Todas las Zl/E de una ctoiara TAPE dd)en activarse con una sola fuente de poder y debai 
anplear un solo sistema de altanar los campos. 

H 'doble posidonamimto' de los dectrodos y dd gd puede evitarse invirtiendo d ordenamiento 
,5 de dectrodos. Si se considera que la fiierza motriz de la dectroforesis la provee d campo 
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el6ctrico, que esta fiiem es muy superior a la de gravedad y cpie por su pequeaa masa, las 
mol^culas no pueden sedimentar por la accidn de la fucrza de la gravedad; entonces es indudable 
que las mol6culas siempre inigrarAn en la direcddn de la resultante aitre las llneas de fiierza de 
anibos cantos dtetricos. Por tanto, es posible invertir d ordenandento de dectrodos. Ese 
5 ordenaraiento invertido lo denommaremos configuraci6n TAPE invertida. 

De las camaras pueden ser dindnadas las r^ones ZNU. Bsas r^ones no juegan un papd 
esmdal en la separadon de las mol6culas de ADN. Por tanto. dlas pueden ser dmrinadas sin 
afectar la sq)araci6n entre las molteulas. Todas las c&naras para redizar PFCB poseen regiones 
ZNU. 

10 Como rsultado de la invend6n, se proveen camaras de dectroforesis dd sistema TAPE en su 
versi6n MiniTAFE que son andias y poseen multiples zonas ZVE que pueden ser activadas o no 
a voluntad y energizadas con una sola fiiente de poder. Por tanto, en esas c&naras pueden 
colocaise nifiltiples minigeles y separar simult^eamente las mol6culas de ADN contenidas en 
pocas 0 en gran cantidad de muestras; por ejemplo, en 10, 20, 30, 40 o rcAs muestras diferentes. 

15 Para Uevar a cabo la .separad6n de esas mol^culas, dichas camaras emplean la cantidad de 
reactivos que se requiere para analizar las 'N' muestras, cuyas mol^culas seran separadas en un 
tien^o 't'. 

1) La separaci6n entre los dectrodos de polaridad opuesta es la descrita para d MiniTAFE. por 

eso s^aran las nioI6culas r^idamente. 
20 2) Las ctoiaias son andias, hastadondelopennitan las ccuaciones D -Vm y los vdores de 
saUda mfeimos de las fuentes de poder de PFCE (ver d qemplo en la Tabla 3), por eso son 
capaces de separar las mol6culas contenidas en al menos 52 muestras de 2.5 mm de andio. 

3) Las ctoiaras poseen varias zpnas Ames de electroforesis (ZDE). que pueden ser empleadas 
en los experimentos o pueden ser oduidas e inactivadas y solo requieren una fuente de poder 

25 y un sistema para dtemar los campos d^ctricos. Por eso emplean efidentemente los equipos. 

4) La subdivisi6n de la dimara en varibs ZVE Simula un andio variabley hace que 'Nt' y 'Bnt' 
varien con la cantidad de ZUE empleados en la cimara (vea en la Tabla 2 d gemplo de una 
ctoiara de 4 ZUE). El volumen de la solucidn tamp6n se reemplaza segto predicen las 
ecuadones H, ffl, IV y V. Por eso pueden analizar mudias o pocas muestras empleando los 

30 reactivos eficientemente. 

5) Las ctaiaras pueden construirse con la configuradon TAPE convendonal o configuracUfn 
TAPE invertida y pueden ser de acrilico, tefl6n o cualquier otro material de devada 
constante did6ctrica 
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6) Las r^giones que no son Utiles en la dectroforesis (ZNIO se oduyen con piezas de la forma 
apropiada que se construyen con naterial de devada constante didtetrica, o se dininan de 
las ctoaras mediante cualquier procedimiento constractivo. 
Pueden existir varias ctoas con las caracteristicas mencionadas. las Uamaremos tipo I y tipo H. 
Las camaras tipo I: Son las mis simples y como todas estas c&naras poseea una distancia 
pequefia entre sus dectrodos opuestos. son poco profiindas. poco altas. pero son andias. Sus 
electrodos son tan largos como ancha es la c&mara. Poseen una platafonna de dectrodos que 
puede estar fija en la ctewa o puede ser desmontabl^ Las cfimaras tipo I pueden poseer los 
citodos en su parte superior {Configuraddn TAFE convmdonat), o en la parte inferior de las 
inismas {Configuraci6n TAFE invertida). En este ultimo caso, las muestras se depositan en la 
parte inferior de los minigdes, por lo que en cada uno de eUos las mol&ulas nrigrarto en d 
sentido opuesto al de la fuerza de la gravedad. 

Cuando los dectrodos se disponen en configuraddn TAFE invertida las regiones ZNU puedeu 
ser dinrinadas con las propias paredes de la ctoara por donde se deslizan los dectrodos. Esas 
15 paredes dd>m foraar un ^gulo pequeno con d piano que contiene d cdtodo y d anodo que se 
ubican en d mismo lado dd gd, por lo que al igual que didio piano, esas paredes fomw^ un 
^ngulo con d fondo de la ctoara de dectroforesis. En las ctoaras con configiiradon TAFE 
convencional las regiones ZNU se dininan colocando en la c^a piezas de la forma 
apropiada y constnridas de un material de devada constante did6ctrica (Ver qemplos de 
20 realizaci6ndecdmaras tipo L Figuras ly 2). 

Esas ctoas poseen varias regiones ZUE y soportan varios minigdes que se cdocan a todo su 
andio, uno a continuad6n dd otro. Para lograrlo. pueden disenarse marcos dd andio de la 
cimara. Ese marco se subdivide m marcos mfc estredios donde se funden simult^eamente 
todos los minigdes. El marco grande se coloca posteriormmte m la cfimara y sirve de soporte a 
25 todos los minigdes que se empleariin. permitiendo la manipuladdn de los mismos. Los 
minigdes tambi^n pueden ser fundidos simultSneamente en esos marcos. dapufe actraidos de 
los mismos y depositados directammte en la camara. Para dlo, la cimara dd)e poseer en su 
centro piezas ranuradas lateralmente por donde puedan deslizarse didios minigdes. La 
separad6n entre estas piezas sera igual al andio dd minigd que pueda soportar. es dear al 
30. andio de una ZUE. Para fundir los minigdes d marco debe colocarse entre planchas planas de 
acriUcos que contemplen donde colocar d peine. Todas esas piezas son fijadas entre si. El marco 
puede tener ranuras laterales para fijar d peine en una sola posicion. 

A su vez cada minigd admite una cantidad maxima de muestras, lo que depende de su andio. De 
esta forma se dispondri de camaras con varias regiones ZUE, que admiten uno o varios 
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nnnig^es y puedea separar pocas o mudias muestras siirndtaneamente con una fuaite de poder y 
dectrodos comunes. El volumen de solud6n tainp6n empleada depoiderd de la cantidad de ZUE 
empleadas. M todas las muestras de todos los ZVE son ademis separadas en una soluci6n 
tamp6n comun, la tempaatura del «cperimento es la nrisnm para todas dlas y d voltaje apUcado 

5 es d mismo. 

De acuerdo con todos los principios anteriores se logra que sean variables la cantidad de 
nrinigeles que se colocan en la ctoara y d volun«i de reactivos ('Bnt') empleados por cada 
ffiperiiuento. Tambi&i se logra variabiUdad en la cantidad mfeiim de muestras (W) que 
puedai analizarse simult^neamaite ai una coelectroforesis. 
10 Pjem plo de re ^Hyadon de rAmaras tipo I: 

En la figura 1 se muestra una vista isom^trica en explosion de la ctaa (1). En la vista se 
nniestran los cuatro dectrodos (2) en configuradbn TAPE convencional. La andiura (3) de la 
ctoara es de 316 mm. la altura (5) es 74 mm y la profandidad (6) es de 114 mm Tambi^n se 
■ seflalizan la pared frontal (8) y lateral (9) de la camara. El fondo (18) de la ctaa posee la 
15 excavaddn (7) sobre la cual descansa d marco (16) donde se funden los minigeles (20) que 
emplea esta cimara. En las paredes laterales (9) se ubican las ranuras (4) por las cuales se desliza 
d marco (16). Las dimensiones dd marco son: 48 mm de altura, 320 mm de andio y 5 mm de 
grosor. Bste marco soporta 4 minigdes (20) de 38 mm de altura y 71.25 mm de andio. Se 
muestra la ubicaddn de los pocillos (21) en los minigdes (20). Esos podUos se forman al 
20 coiocar un multipane cuy os dientes son de 3 mm de ancho y se separan entre si 2 mm 

La figura 1 tanibi6n muestra un ©quema tridimensional de la tapa (22). de los bloques (17) que 
se colocan para diminar de la ctoar^ las rtgiones ZNU.. y de los bloques (15) que se colocan 
para eliminar de la cSmara las regiones ZUE. 

La figura 2 muestra los detalles de la vista lateral de la ctaara (1). Sefializado con cruces (+) se 
25 muestra la ubicad6n de los extremos de los dectrodos (2) en didia pared, con los cdtodos 
colocados en su parte superior y los toodos en la inferior. Los dectrodos son de 316 mm de 
longitud y se colocan paraldos con la pared frontal (8 en la figura 1) de la cfimara. En d centro 
de la pared lateral (9 en la figura 1) y equidistante de los &iodos o cStodos se ubica la ranura (4) 
por donde se desliza d marco (16) que contiene los minigdes, o s61o los minigdes de 5 mm de 
30 espesor. Sombreados con lineas inclinadas se mu^tra la ubicad6n de los bloques (17) que 
diminan de la camara las regiones ZNU, la tapa (22) de la ctoa y d fondo (18). Las caras 
octemas de los bloques (17) son paraldas a las paredes frontales (8) de la camara, mientras que 
sus caras intemas pueden formar un pequefio angulo con d piano que contiene al catodo y al 
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toodo de un misiiK. lado dd gd. Existm tantos bloques 17 como regiones Zl/E haya en la 
c^inara. Losblocpies (15) seemplean para oduir regiones ZUE. 

La camara 1 (figura 1) posee cuatro regions ZVE. En las regiones ZUE activas se colocan los 
bloques 17 (figura 2) que diininan las regiones ZNU. Para oduir las r^ones ZUE que se 
5 inactiven, se sustituyen los bloques 17 (figura 2) por los bloques IS (figum 2) de secci6n 
rectangular. En las r^ones ZUE inactivas no se coloca rainigd. 

Para fundir los nrinigdes 20 (figura 1) se coloca d marco 16 (figura 1) sobre una placa de 
acriUco, tefl6n u otro material apropiado y se ubica d niultipdn^ o pdnes aislados. Con 
posterioridad, se vierte la agarosa, como se hace convendonalmente y se cubre con placas 
10 apropiadas. 

Para efectuar la dectroforesis se colocan las muestras en los pocillos (21) de los minigdes (20, 
figura 1), estos se colocan en la dimara (1, figura 1), desllzando d marco (16, figura 1) por las 
ranuras (4, figura 1). Las ZUE que no serdn empleadas se oduyen con los bloques (15, figura 2) 
y ai las Zl/E que se emplear^ se colocan los bloques (17, figuras 1 y 2). La camara (1, figura 
15 1) se Uaa con la soluci6n tamp6n y los electrodos (2, figura 1) se energizan a traves de la 
unidad de conmutad6n de los campos d^cos mediante una fuente de poder. Para mantener la 
temperatura constante se redrcula solud6n tamp6n firia Las mangueras de entrada y salida para 
d aifriamiento de la solud6n tan.p6n se colocan en las paredes frontales (8 en la figura 1) de la 
camara 1. 

20 La figura 3 muestra los 52 patrones de bandas (24) que brindaron los aomosomas de S. 
cerevistae en los cuatro minigdes (20 en la figura 1) de la ctoara (1, figura 1). Esos patrones 
fu^on obtenidos a 8.33 V/cm, 15 "C. en agarosa 1.5o/o. solud6n tamp6n TOE 0.5 X. 12 horas de 
dectroforesis y 80 segundos de duraddn de los pulsos ddctricos. Los minigdes fiieron fimdidos 
en d marco (16 en la figura 1) como se describi6 anteriormente. 

25 Con experimentos realizados en la ctoara (1, figura 1), empleando la solution tampon TOE 
0.5x, 1.5% de Agarosa (Lachema). una, dos. tres o las cuatro r^ones ZUE, y para altura 
constante de buflfar, se obtuvo para la ecuadon IV: 



C(vasija) = aO + al(l/L) 



0.1 
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Donde aO = -0.786 y al= 1-047 y poseen varianzas de 1.451*10 y 1.6949*10 ^ 
respectivamenta Ambos coeficientes difirieron significativamente de cero. Se obtuvo ademas 
para la ecuaci6n Vm 
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-1.522 + Re *2.1096*10-' + 87.31/Vdc +Temperature^2.2697*10 
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Los coefidetrtes de las ecuadones se determinaron cm medidones de Vdc e Idc ea las (4inaras. 
Lo que pernnti6 estiimr lo y los valores mfaimos de E que pueden apUcarse ea ciinaras 
MultiMiniTAFE (Tabla 3). Los resultados estin calculados para las fiierrtes de poder 
empleadas en PFCB. Este procedinriento se us6 para sdeccionar las dimfflsioncs de las ctoaras 
que foeron construidas. Como era de esperar, la polarizad6n dd dectroUto lo no depaide 
linealmente dd canpo. 
Para la constante de agotanuento se obtuvo: 

k = -3.6365*10-^ + Campo *1 .6135*10-^ 
Tabla 3. Intensidades maxiims de canipo dtetrico ('E') que puedai aplicarse en ctoas 



Fuente de 


Andio 


E volt/cm 


E volt/cm 


E volt/cm 


E volt/cm 


E volt/cm 


Poder 


cm 


T=10°C 


T=15°C 


'I^20°C 


T=25 °C 


T=30 C 




10 


25.8 


22.6 


19.9 


17.4 


15.4 


IniaxFO.4 


20 


17.4 


15.4 


13.5 


11.9 


10.6 


Vmax=500 


30 


13.0 


11.5 


10.3 


9.1 


8.1 


Pniax=200 


40 


10.3 


9.1 


8.1 


7.2 


6.4 




50 


8.2 


7.3 


6.5 


5.8 


5.3 




10 


49.6 


46.4 


43.5 


40.8 


37.9 


Imax=1.0 


20 


40.6 


37.9 


33.5 


29.5 


26.0 


Vmax=600 


30 


32.3 


28.6 


25.3 


22.3 


19.9 


Pmax=300 


40 


25.3 


22.4 


19.9 


17.7 


15.7 




50 


20.3 


17.9 


15.9 


14.2 


12.6 




10 


38.3 


38.3 


38.3 


38.3 


38.2 


lmax=^.0 


20 


38.3 


38.2 


35.8 


33.6 


31.7 


Vniax=300 


30 


35.3 


33.1 


31.2 


29.2 


27.6 


Pniax=300 


40 


31.2 


29.3 


27.6 


26.0 


24.5 




50 


27.8 


26.2 


24.6 


23.3 


21.9 



dela 



fuente, Vmax: voltaje ra&cimo (en volts) de salida de la fuente. Pmax: potenda mfaiim (en 
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watts) de saHda de la fiiente. MMTAFE: MultimmiTAFE. Los valores de 'E' se «tin,aron para 
d 85% de Imax, Vmax y Pmax de las fueotes de poder empleadas. 

Por otro lado. de acuerdo con las ecuadones ^ustadas si se emplea una fiiente de poder oiya 
salida mfeima de poteicia « 200 Watts y 0.4 Amp. se obtmdr& que cuando se usan la cuatro 

5 ctaas, 20°C, los valores de 'E' cercanos a 10 V/cm requieren que la solud6n tainp6n se 
reemplace cada una hora, lo cual indica que cuando se emplean las cuatro r^ones ZUE la 
ctaa no es ideate para esos valores de campo d^drico. En d gemplo de la Figura 3. los 
patrones de bandas de ADN cromosomales de S. cerevisiae contenidas en las 52 muestras se 
obtuviaon en s61o 12 boras, pero fue necesario can*iar 1 L de solud6n taiiip6n despu^ de 7 

10 horas de dectroforesis. Ese tierapo coindde bien con lo predidio por las ecuadones. 

Puede disenarse una variante de la cainara anterior que no emplee los bloques (17, figura 1) que 
diminan las regiones ZNU. Sus ventajas y defidencias son sinilares a la de la anterior, pero 
emplean m^or cantidad de reactivos, la corriente el^ctrica y por tanto. la potenda que se genera 
15 en dlas es mayor. No obstante la soluci6n tainp6n demora mas tiempo en agotarse. Tambi6n 
pueden disdiarse variantes de estas ctoas con configuracion TAPE invertida. El disdio de 
ctoaras con electrodes ordenados en configuraddn TAPE mvertida se muestra a continuaa6n 
ea d ejOTiplo de c&maras tipo H. 

De acuerdo con los prindpios anteriores se logra que sea variable la cantidad de ZUE que puede 
20 ser activada en este tipo de ctoara, d ntoero de minigdes que empleard en un experimento, y 
d volumen de reactivos CBnf) por ecperimento. Tambi6n se logra variabUidad en la cantidad 
mfeima de muestras CNt') que pueden analizarse simultSneamaite en una codedroforesis. 
Las cdmaras tipo H. Una variante de ctoara que se propone en esta invend6n y que evita d 
empleo de dedrodos muy largos se describe a continuaddn. Al igual que las ctoiaras tipo I. las 
25 ctaas tipo n poseen una distanda pequdla aitre sus dedrodos opuestos. por lo que tienm 
poca profundidad y altura. Sin embargo, cada regi6n ZUE estd cont«uda en una miniplataforma 
de electrodos y estas pueden ser actraidas de la c^ y se colocan una detrSs de otra Cada una 
de eUas emplea un minigd en d que se depositan tantas muestras como admite su anchura. la 
que a su vez depende de la longitud de los dectrodos de las rainiplataformas. 
30 Los electrodos de una o varias miniplataformas pueden ser energizados o no anpleando una sola 
fuente de poder. Para lograrlo, los dedrodos de las miniplataformas se conedan en paraldo, es 
decir los ^odos consecutivamente y los catodos consecutivamente. A diferenda de las dimaras 
■ tipo I. las regiones ZUE (o miniplataformas de dedrodos) que no ser&i adivadas en un 
ecperimaito cualquiera pueden ser totabnente ocluidas con piezas que poseen una forma similar 
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a la de la miniplataform Esas piezas se febrican de un rnaterial de devada constante didtetric^ 
La coned6n m paraldo entre las miniplatafonnas de la ctoara garantizan la continmdad ente 
los dectrodos de todas las miiriplataformas de dectrodos y paniiiten que se reaUce la 
codectroforesis a todas las muestras de todos los iriiugdes con una fumte de poder y dectrodos 
i comunes. Asi. todas las muetras son ademfc separadas en una solud6n tainp6n conKm, la 
temperatura dd experimento es la nisma para todas dlas y d voltaje apUcado es d nrismo para 
todas. De acuerdo con los prindpios anteriores se logra que sea variable la cantidad de ZUE que 
puede ser activada en la ctoara, d numero de minigeies que se emplear& m un experinHito. y d 

volumen de reactivos ('Bnt') por ecperimento. Tambi^n se logra variabilidad m la cantidad 
0 m&dma de niuestras ('Nt') que puede analizarse simult&ieamaite en una codectroforesis. 

En las dimaras tipo n, las multiples miniplataformas de dectrodos podrian poseer sus cdtodos en 

su parte superior (fiot^iguraddn TAFE convencional) o en su parte inferior iconfiguraddn 

TAFE invertida). 

En las c^maras tipo n, donde los dectrodos se disponen en configuraddn TAFE invertida las 
15 regiones de la solution tanv6n por donde pasan las lineas de fuerza que no atraviesan d gd 
pueden ser diminadas con las propias paredes de la camara. Para lograrlo, las pared^ frontaies 
de la ctoara por donde se deslizan los dectrodos dd)en fonnar un angulo pequeno con d piano 
que contiene d cAtodo y d inodo que se ubican en d nrismo lado dd gd (o fonnar un ^gulo 
pequeflo con didio piano), por lo que al igual que dicho piano, esas paredes foimar&i un angulo 
20 con d fondo de la camara de dectroforesis. 

En la coostrucdbn de las c&mms tipo D. puede emplearse cualquier procedimiento o cone.i6n 
para activar e inactivar las niniplataformas. Por qemplo, colocar en la tapa los cables de 
conexion entre nriniplatafonnas vecinas. o solo colocar en la tapa los conectores y que los cabte 
sean ecteriores, o colocar «as coneciones en las paredes de la ctoa. o directamente entre las 
25 mniplataformas. Por otro lado. las miniplatafornas puedai ser de cualquier forma que se ajuste 
bien a la camara, siempre y cuando contengan su ordenamiento de dectrodos en configurad6n 
TAFE, mientras que los dectrodos de las miniplataformas pueden ser puestos permanentemaite 
en la i^amara, o m miniplatafomm que pueden ser desmontadas de didm cAmaia. Las regiones 
de la camara donde no se van a activar miniplataformas. pueden ser diminadas dd experimento 
30 por cualquier procedimiento. ya sea colocando en dlas un bloque madzo, o bloques huecos que 
se fijan de cualquier manera a las paredes o se llenan de cualquier Uquido. De manera similar a 
como se hace con las camaras tipo L los minigdes pueden ser fimdidos en marcos, que pueden o 
no colocarse ai la electroforesis. 
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Kjem plo de rH i^^i^n de rAmaras tipo H: 

Las figura 4 - 7 muestran varias vistas de una ctoa tipo H de 3 rniniplataformas d^montables 
dedectrodos. 

La figura 4 imestra la vista lateral en e.plosi6n de un corte de la ctoara (34). la miniplatafonm 
desmontable de dedrodos (25) y d marco (30) que sostieae al gd (31) y las muestras (36). En la 
miniplataforma (25) los catodos (26) estSa en d fondo de la ctoara, mieatras que los inodos 
(27) estto la parte superior {configuraddn TAFE invertida). Las paredes erteriores (28) 
juegan d mismo papd que los bloques (17) de las c&naras tipo I (figuras 1 y 2), es dear, 
diminan las regiones ZNU. En la parte central de la rmniplataforma esta preente la ranura (29) 
por donde se desliza d marco (30) que contiene d minigd (31) de esa nriniplataforma. Las 
piezas (40) de las miniplataformas (25) contienen los conductos (41) por donde pasan las 
mangueras para la redrculadon de la solud6n tamp6n en la c^a 

Se muestra adem^is las pared« frontales (33) de la camara (34) donde pueden colocarse 
opdonalxnente las miniplataformas (25). Cuando se emplea la camara (34), las paredes de las 
■ miniplataformas (28) se ranuran (32) para comunicar toda la soluci6n tampon que circula por la 
cubda Durante d mont^e o desmontaje de las mniplataformas, las piezas (40) se deslizan per 
ranuras (35) hedias en las paredes frontales (33) de la camara (34). 

La figura 5 imestra la vista superior de la dimara (34) con sus tres miniplatafom^ de 
dectrodos (25) colocadas. 

La figura 6 muestra una vista superior de la ciimara (34) y de algunos ddalles descritos en las 
figuras anteriores. En la vista se esquematiza que en la ctoara s61o se coloco una 
miniplataforma de dectrodos (25). Las dos regiones restantes, donde se podrian ubicar otras dos 
nriniplatafomias. se oduydi con las piezas (42) que se construyen de un material de devada 
constante diel6ctrica 

J La figura 7 muestra la vista superior de la tapa (55), los conectores (43 y 45) y las conexiones 
d6ctricas (44 y 46). Los c^os (26 en la figura 4) de las tres miniplataformas se conectan en 
paraldo mediante los conectores 43 y las lineas d&tricas 44, mientras que los ^odos (27 en la 
figura 1) se conectan en paraldo mediante los conectores 45 y las lineas d6ctricas 46. De eta 
forma los dectrodos de todas las miniplatafonnas adquieren continuidad. En esta ctoa cada 
miniplataforma tiaie su marco (30) para sostener d gd (31). Las muestras (36 en la figura 4) se 
colocan en la parte inferior dd gd. pue los dectrodos estdn ordenados en configuraddn TAFE 
invertida. 

Para llevar a cabo las dectroforesis ai esta camara, primero se decide cuantas miniplatafonnas 
(25) se activaran y las restantes se oduyen o inactivan con las piezas (42). Se funden los 
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nrinigdes (31) de manera simUar a como se realiza en las ciinaras tipo 1 y se colocan las 
inuestras. Despu& se colocan en las nriniplataformas los marcos conteniendo los nmiigdes y 
muestras. Estos puedm depositarse en la ciiinara antes o despu6s de aftadir la solud6n ta™p6n. 
Uia vez conduido d proceso. se conecta la tapa y los dedrodos se energizan a trav6s de la 
umdad de connnitaddn de los cainpos d6dricos, la que se coneda a la fo^^^ 

Sft ad juntan 1? "= giffiimtes fig\iras: 

Figura 1-3. Esquemas de camaras tipo I y patrones dedroforeticos. 
. Figura 1. Vista en acplosi6n dd esquema tridimensional de una ctoa tipo I con su arreglo 
de dedrodos en configuradSn TAPE convencional, las ranuras por donde se desliza d 
m^co que contiene todos los itnnigdes de las cuatro ZUE de la ctoira y las muestras. 
Tambifei se imestran esquemas tridimensionales dd marco, los minigdes y la tapa con los 
bloques que diminan las regiones ZNUo eliminan regiones ZUE. 
. Rgura 2. Vista lateral de una dimara.tipo I, de los bloques que eliminan las regiones ZNU, 
dd ordowmiento de dedrodos en configurad6n TAPE convendonal y dd bloque que 
ocluye las regiones ZUE que no se emplearan en una dectroforesis. 
. Figura 3. Patrones de bandas que brindaron los cromosomas de S. cerevisiae cuando fueron 
separados en los cuatro minigdes que onplea la ctoara tipo I de la figura 1. Las moleculas 
fueron separadas a 8.33 V/cm. 15 »C. durante 12 horas de dedroforesis en 1.5 % de agarosa, 
y solud6n tamp6n TBE 0.5 X y para 80 segundos de durad6n de los pulsos d&tricos. A las 
7 horas se reOTq)laz6 un litro de solud6n tmp6n. 
Figuras 4-7. Esquemas de las caraderlsticas distintivas de las ctoaras tipo D. 
. Figura 4. Vista en eKplosi6n de un corte lateral de la cSmara tipo II, una de sus 
miniplatafomias de dedrodos en configurad6n TAFE invertida con su marco y su gd y la 
ubicad6n de las muestras en la parte inferior dd gd. Las miniplataformas de dedrodos son 
desmontables. 

. Figura 5. Vista en planta de la parte superior de la camara de 3 miniplataformas de 
electrodos en la cual se han colocado las tres miniplataformas. 
. . Figura 6. Vista en planta de la parte superior de la ctaa de tres miniplataformas de 
0 electrodos en la cual se ha colocado solo una miniplataforma Las restantes se han oduido 
con piezas de la forma y material apropiados. 
• Figura 7. Vista en planta de la parte superior de la tapa de la ctoiara Se muestran las 
coneaones dtetricas y las conociones entre todas las miniplataformas de electrodos. 
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VENTAJAS DE LA S0LUa6N PROPUESTA: 

Las prindpales ventajas de las ctoaras propuesta en esta inveaci6n son: 

1) Soportan la edsteida de numerosas ZUE, que pueden ser activadas u ocluidas s^ reqmera 
d acperimento. Tanto las ctoaras tipo I como tipo D pued« poseer varias ZUE, por lo que 
admitea mfc de un minigd y pueden analizar pocas. mudias o numerosas muestras. Vea d 
qemplo donde se muestran los patrones dectrofoi^ticos de los cromosomas de S. cetemiae 
(Figura 3) obtenidos efectuando codectroforesis a 52 muestras que fueron dq)ositadas en cuatro 
rrrinigdes en una caimra tipo I. En las ctaas tipo I y n, la cantidad m&dma de muestras (W) 
que pueden ser analizadas en una dectroforesis es un mfiltiplo dd niimero deZl/E de la cimara 
, 2) La codectroforesis de pocas o numerosas muestras se realiza ai poco tiempo. Tanto las 
ctoas tipo I como tipo H puedai separar las mol6culas de ADN contenidas en mMtiples 
nuiestras (52) de manera rapida Por ejemplo, cuando se emplean cuatro minigdes. 80 segundos 
de duraci6n dd pulso. 8.33 volts/cmy 15 T , solo se requieren 12 horas. 

3) La cantidad de reactivos que emplean las dunaras tipo I y H depends de la cantidad de 
5 muestras que se deseo. analizar y por tanto de la cantidad de ZJJE que se activen ('Nzue'). Se 

cumple que d volumen de reactivos que se coloca en la ctaa es Be = Nzue*Bnt. 

4) En las camaras se cumplen ecuadones que permiten disenar optimamente sus dimensiones y 
sdecdonar los valores m&dmos de campo dtetrico que pueden ser aplicados en dlas. El campo 
dtetrico miximo que puede aplicarse depends de la longitud de los dectrodos en las camaras 

20 tipo I y de la cantidad de miniplataformas que se activarSn en las cWs tipo n. siempre que d 
resto de los partoetros de la ecuacion^ se mantengan constantes y se sdecdone adecuadamente 
lafuentedepodw. 

5) Tanto las ctoaras tipo I como tipo H pueden emplear menos volumen de solud6n tamp6n. ya- 
que pueden diminarse las r^ones ZNU por donde pasan las Uneas de fuerza dd campo 

25 ddctrico que no actuan sobre d moviniento de las mol6culas. 

6) Las camaras con los dedrodos dispuestos en conJiffiTaaon TAPE invertida son simples de 
construir y faciiitan la manipuladdn de los minigdes durante los experimentos. 

7) Los minigdes de las camaras tipo I y H emplean muestras ddgadas. por lo que ahorran 
reactivos biologicos y reduoen d tiempo de eloiroforesis. 

30 Esas camaras son utiles para realizar estudios de epidemiologia molecular, anflisis de ceparios. 
analizar clonajes en vedores YAC y BAG y cualquier otra apUcadon que involucre gran 
cantidad de muestras 
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RETVINDICACIONES 



1- Camara de multiples minigdes para el^troforesis de campos altemantes transversales 
caracterizada por posw un tamaflo en la dimetisibn paralda a los catodos y anodos CL' m cm) 

5 de hasta 50 an, camara que en esa imsnm dim^idn puede estar subdividida ea multiples zouds 
utiles de dectroforesis (multiples ZUE) las que puedai portar un minigd cada una y en las que 
las zonas no utiles de dectroforesis fueron exduidas de la dimara. 

2- C&xtmd. de multiples minigeles para dectroforesis de canpos altemantes transvarsales de 
10 acuerdo con la rdvindicacion No. 1 caracterizada porque las nH^ltiples ZUE est^ colocadas 

secuencialmente m una sola platafomm con electrodos largos, que pueden Uegar a ser hasta de 
50 cm de longitud y en dlas se colocan los minigdes en los que se dq)ositan tantas muestras 
como puedan ser ubicadas segfm su andio y d andio de didios nunigdes. 

15. 3- Camara de multiples minigdes para electroforesis de campos altOTiantes transva^ales de 
acuerdo con la reivindicadon No. 1 caracterizada porqi^ las multiples ZUE se ubican en 
mimplataformas de dectrodos que pueden poseer un minigd o mas cada una, cm arr^os de 
dectrodos fisicamaite aislados unos de otros que pueden ser conectados entre si en paraldo y 
adquirir continuidad para que al energizarlos con una sola fiiente de poder todas las muestras 

20 depositadas en cada minigel de cada miniplataforma y todas las muestras de todos los minigdes 
de todas las plataformas esten sometidas a las mismas condiciones de dectroforesis. 

4- Ciimaras de multiples minigdes para dectroforesis de campos altemantes transversales de 
acuerdo con la rdvindicaddn No. 1, caracterizada porque la cantidad de ZUE que se activan o 

25 enq)lean simultaneamente en la camara puede variar desde 1 hasta la cantidad m^ma de ZUE y 
las que no son en^leadas se diminan de la electroforesis mediante inactivadon y oclusion con 
piezas de la forma apropiada que estan construidas con un mat^al de alta constante did6ctrica 

5- Cimara de multiples minigeles para electroforesis de campos altemantes transversales de 
30 acuerdo con las reivindicaciones No. 1 y 4, caracterizada porque dependiaido de la cantidad de 

ZUE que se activen en ella se pueden imponer campos electricos maximos oitre 8 y 25 V/cm 
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cuando se emplea el tainp6n de dectroforesis TBE 0.5 X y se niantieae a una temperatura 
constante de hasta 30 °C. 

6- Camaras de rnfiltiples raimgeles para electroforesis de campos altemantes transversales de 
acuerdo con las rdvindicaciones No. 1 y 4, caracterizada por emplear una cantidad variable de 
tan?)6n y nrinigdes en su interior, cantidad que se detennina de acuerdo con d numero de 
ffluestras que se requiera analizar simult&ieaniente. activando solamente d nvunero ntono de 
ZUE necesarias para contaier todas las muestras que seran analizadas e inactivando d resto por 
odusidn con materiales de alta constaiite did6ctrica que posean la forma apropiada. 

7- Caxnaras de multiples minigdes para dectroforesis de campos altemantes transversals de 
acuerdo con la rdvindicad6n No. 1. caracterizada porque d n(imero de ZUE en las que se puede 

subdividir esta coirq)rendido entre 1 y 3 0. 



,5 8- Camara de mMtiples minigdes para dectroforesis de campos altemantes transversales de 
acuerdo con la rdvindicad6n No. 1 caracterizada porque. o bien se ubican los cdtodos de las 
miniplataformas de dectrodos en d fondo de la ctoa de dectroforeis. los anodos en su parte 
superior, y la regi6n de los minigdes que contienen las muestras en la parte inferior de la 
ctoa, con 10 que las muestras depositadas en los multiples minigdes migran en d senlido 

20 contrario al de la fuerza de gravedad; o bioi se ubican los citodos m la parte superior de la 
c^ los anodos ai la inferior y la parte de los gdes que contienen las muestras en la parte 
superior de la dimara con lo que las muesti^ migran en d sentido de la fuerza de gravedad. 

9- Camara de multiples minigdes para dectroforesis de campos altemantes transversales segiin 
25 la rdvindicad6n No. 1, caracterizada porque se excluyea de la corrida electrofor6tica las ZNU. 
que son aqudl.as pordones de la solucion tamp6n donde las lineas de foerza de los campos 
d6ctricos generadas en cualquiera de las direcciones de aplicacion de dichos campos no 
atraviesan d gd, e.dusi6n que se rediza ya sea mediante la odusi6n de partes de la camara con 
niateriales de constante did6ctrica devada. o porque la camara se constmye con las paredes 
30 erteriores a lo andio de la misma a una distanda no m^or de 2 centimetros dd piano 
imaginario que contiene al catodo de un campo d6ctrico y al Mo dd otro campo d6ctrico. 
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CAMARAS DE multiples MBVIGELES PAHA ELECTROFORESIS DE CAMPOS 
ALTERNANTES TRANSVERSALES. 



RESUMEN 

5 

La presente invQici6n se rdaciona con la raim de la Biologia Molecular, mas especificamente 
con Ids metodos de sq)arad6n de nK)lecuIas intactas de ADN en gel mediante dectroforesis de 
canpos pulsantes, y ea particular provee camaras para efectuar coelectrofcresis de canpos 
altamantes transversales en multiples minigeles, tanto para pocas como para nun^rosas muestras 

10 deADN(niasde40). 

En las camaras de la invaici6n el range de separacidn entre los dectrodos de polaridad opuesta 
esti con5)rQidido entre 1 y 15 cm los cuales se ordenan oi configuradon TAPE CTransvQ"sai 
Alternating Field Electrophoresis'), ya sea ubicando los cdtodos ai la parte supaior de la camara 
(conflguraddn TAFE conocida) o en la parte inferior de la misma {configuracidn TAFE 

15 inveriidaX segun lo cual las mol6culas de ADN migrar^ ai el senddo de la fu^za de gravedad 
0 en sentido opuesto a esta, respectivamente. Las camaras se subdividen m varias zonas Mies de 
eledroforesis (ZUE) que soportan un minigd cada una y tantas muestras como admita cada 
minigel. Esas ZUE pueden estar induidas ea una plataforma de dectrodos largos y continuos, o 
en varias miniplataformas de dectrodos cortos que pueden ser desmontables. En cada 

20 dectroforesis, algunas o todas las ZUE de la dunara pueden ser activadas en|)leando una sola 
fiiente de poder. Las ZUE no activadas se odiQren con piezas de la forma apropiada que se 
construyen con mat^al de devada constante did^ctrica. La posibilidad de activar 
selectivamente las ZUE permite que, entre experimentos, varfe la cantidad de minigdes que se 
colocan en la cdmara, la cantidad m^ma de muestras que pueden analizarse y d volumen de 

25 reactivos que emplea la camara en la coelectrofcresis. Pueden exduirse de las camaras las zonas 
por donde pasan las lineas de fuerza dd can^o d6ctrico que no actiian sobre las mol^culas 
{zonas no Atil de electroforesis: ZNU). 
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Fig. 6 



